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Acetic acid is an oxidative stressor in 
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酢酸は CH3COOH で表されるモノカルボン酸の 1 種であり、広く食用品や試
薬、工業品として用いられている。近年、モノカルボン酸の癌細胞特異的な代謝
経路が着目されており様々な検討が行われている。中でも酢酸は癌細胞に選択
的に取り込まれアセチル CoA となることが知られており、そのアセチル CoA は




















2016 年の日本人の胃癌による死亡数は男性で 2 位、女性で 4 位、全体で 3 位
であり、罹患数については 2014 年では男性で 1 位、女性で 3 位、全体で 3 位と































図 2 酢酸散布による胃癌の領域診断（参考文献：2 より引用） 
  


















あるが、病期が進むにつれ生存率は低下し、Stage IV では 7.3 %と極めて低く
なる。内視鏡や外科治療適応外の症例では生存率が大きく低下するため、生存率
を上昇させるために現在の治療からより効果のある治療が必要と考えられる。 
表 1 病期別生存率 
病期 症例数（件） 5 年相対生存率（％） 
I 11,507 97.3 
II 1,515 65.7 
III 1,892 47.2 
IV 3,255 7.3 
全症例 18,514 73.1 


























 N0 N1 N2 N3 M1 
T1a (M), T1b (SM) IA IB IIA IIB IV 
T2 (MP) IB IIA IIB IIIA IV 
T3 (SS) IIA IIB IIIA IIIB IV 
T4a (SE) IIB IIIA IIIB IIIC IV 
T4b (SI) IIIB IIIB IIIC IIIC IV 
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1.2 癌の代謝 








路を通過後、酸化的リン酸化を受けることにより 1 分子のグルコースから 36 分
子と大量の ATP を産生する。低酸素環境下では酸化的リン酸化ではなく嫌気的
解糖によって 2 分子と少量の ATP を産生する。一方で癌細胞では酸素の有無に
関わらず、酸化的リン酸化ではなく解糖系でグルコースから主に乳酸を作り
ATP を産生する（図 4） [4]。この代謝特性は癌細胞生存の本質的選択圧力と考
えられ、TCA 回路の約 100 倍の速さで代謝が進むと推定されている [5]。 
 
図 4 正常細胞と癌細胞の代謝の違い（参考論文：4 より引用） 
 
  Fig. 2.
Schematic representation of the differences between oxidative phosphorylation, anaerobic
glycolysis, and aerobic glycolysis (Warburg effect). In the presence of oxygen,
nonproliferating (differentiated) tissues first metabolize glucose to pyruvate via glycolysis and
then completely oxidize most of that pyruvate in the mitochondria to CO 2 during the process
of oxidative phosphorylation. Because oxygen is required as the final electron acceptor to
completely oxidize the glucose, oxygen is essential for this process. When oxygen is limiting,
cells can redirect the pyruvate generated by glycolysis away from mitochondrial oxidative
phosphorylation by generating lactate (anaerobic glycolysis). This generation of lactate during
anaerobic glycolysis allows glycolysis to continue (by cycling NADH back to NAD +), but
results in minimal ATP production when compared with oxidative phosphorylation. Warburg
observed that cancer cells tend to convert most glucose to lactate regardless of whether oxygen
is present (aerobic glycolysis). This property is shared by normal proliferative tissues.
Mitochondria remain functional and some oxidative phosphorylation continues in both cancer
cells and normal proliferating cells. Nevertheless, aerobic glycolysis is less efficient than
oxidative phosphorylation for generating ATP. In proliferating cells, ~10% of the glucose is
diverted into biosynthetic pathways upstream of pyruvate production.
Vander Heiden et al. Page 10

















































Otto Warburg 1883-1970 
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このため、癌細胞は糖消費量が正常組織に比べ多く [6] [7] [8]、その現象を臨

















明が進められており、Warburg 効果は PI3K ( phosphatidylinositol-3 kinase ) 、
HIF ( hypoxia inducible factor ) 、p53、MYC 及び AMPK ( AMP-activated 
protein kinase ) 、LKB1 ( liver kinase B1 ) などが調節因子として働くことが
報告されている（図 5） [12]。 






あり、これを触媒するのがピルビン酸脱水素酵素（pyruvate dehydrogenase ; 
PDH）である。ジクロロ酢酸は、PDH を活性化して乳酸合成を抑制する少分子



































酢酸は炭素数 2 の脂肪酸で、霊長類で最も分子量の小さい栄養素の 1 つであ
る。酢酸はアセチル CoA に容易に代謝されるが、この反応を触媒するのは acetyl 
CoA synthetase ( ACSS ) である。ACSS ファミリーには主にミトコンドリアに
局在する ACSS1、主に細胞質に局在する ACSS2 がある。酢酸から生成される
アセチル CoA は、解糖系と TCA 回路を結ぶ中心的な代謝物である。 




とが報告されており [19]、酢酸 PET が癌の診断に有用であることが報告されて
いる [20]。これは、酢酸は癌において選択的に取り込まれ代謝される重要な物
質であることを示唆している。さらに、低酸素、低栄養環境下の乳癌や前立腺癌
































定する以下の表 3 のように定められる。 
















3. 1 及び 2 を混合したもの 
4. 1、2 又は 3 に砂糖類、酸味料（氷酢酸及び酢酸を除く）、調
味料（アミノ酸等）、食塩等（香辛料を除く。以下同じ）を加
えたものであって、かつ、不揮発酸、全糖又は全窒素の含有




酸、全糖または全窒素の含有率がそれぞれ 1.0 %、10.0 %又
は 0.2 %未満のもの 
2. 1 又は氷酢酸若しくは酢酸の希釈液に醸造酢を混合したもの 
穀物酢 醸造酢のうち原材料として 1 種又は 2 種以上の穀類を使用した
もの(穀類及び果実以外の農産物並びに蜂蜜を使用していないも
のに限る)で、その使用総量が醸造酢 1 L につき 40 g 以上である
ものをいう。 
果実酢 醸造酢のうち、原材料として 1 種または 2 種以上の果実を使用
したもの（穀類及び果実以外の農産物並びに蜂蜜を使用していな
いものに限る）で、その使用総量が醸造酢 1 L につき果実の搾汁
として 300 g 以上であるものをいう。 
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使用量が穀物酢 1 L につき 180 g 以上であって、かつ、発酵及び
熟成によって褐色又は黒褐色に着色したものをいう。 
りんご酢 果実酢のうち、りんごの搾汁の使用量が果実酢 1 L のうち 300 g
以上のものをいう。 
ぶどう酢 果実酢のうち、ぶどうの搾汁の使用量が果実酢 1 L のうち 300 g
以上のものをいう。 
 
また、同第 3 条では、醸造酢の規格を酸度 4.0 %と規定しており、酸度とは酢
酸換算値とし、次の算式によって算出した百分比とする。 
酸度（％）＝0.03×（T - B）× F/V × 100 
T：試料における 0.5 mol/L 水酸化ナトリウム標準溶液の滴定量（ml） 
B：空試験における 0.5 mol/L 水酸化ナトリウム標準溶液の滴定量（ml） 
F：0.5 mol/L 水酸化ナトリウム標準溶液の力価 
V：試料採取量（ml） 















( AMP-activated protein kinase ) を活性化し肥満の抑制、耐糖能の改善をもた
らすという報告がある [27]。さらに酢酸の持つ抗腫瘍効果について、日本のき













果をもたらすという結果であった。これは 0.1 から 0.5 %の酢酸を正常細胞と癌






















（図 8、図 9 ともに参考文献：30 より引用） 
  
three times with culture medium after treatment. The pH of
medium was determined by a glass electrode. After 24-h culture,
cell survival was determined by 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,
5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. The cell death was
examined by ﬂow cytometry and conﬁrmed by the addition of
0.5% trypan blue dye to the well. Statistical analysis was per-
formed by anova test.
Resul t s
When hydrochloric acid was added into the culture medium at
0.5% concentration, pH in the medium was measured to be less
than 1. According to pH = −log10 [H+], pH is 1 or less than 1 when
hydrochloric acid is at 0.1% or 0.3%.
When HCl was added at 0.3% or 0.1% concentration for 10 min,
the cell survival rate of RGK-1 or RGM-1 was 80–85%. When
HCl concentration was increased to 0.5%, the cell survival rate
was 56% in RGK-1 cells or 52% in RGM-1 cells, respectively
(Fig. 1). These indicate that the survival of these cells was
impaired when the culture medium was at very high acidity
(pH ≤ 1), but on the other hand these gastric cancer cells were still
highly resistant to the acidic environment.
When acetic acid was added into the culture medium at 0.5%,
0.4%, 0.3%, 0.2%, 0.1%, or 0.01%, pH in the medium was 4.4,
4.5, 4.7, 5.1, 6.8, or 7.4, respectively. At the concentration of 0.5%,
0.3%, or 0.1% for 10 min, the cell survival rate was lower in
RGK-1 cells than in RGM-1 cells (Fig. 2), suggesting that RGK-1
cells (rat cancer cells) were more sensitive to acetic acid than
RGM-1 cells (rat normal cells).
When KATO III cells (human cancer cells) were treated with
acetic acid at the different concentrations for 10 min, there was a
concentration-dependent inhibition of acetic acid on the survival
rate (Fig. 3). While acetic acid at 0.01% was without effect, acetic
acid at 0.1%, 0.2%, and 0.3% inhibited the cell survival by 58.3%,
79.2%, and 89.5%, respectively. At 0.4% and 0.5% of acetic acid,
there were no survived KATO III cells, and the death of cells was
conﬁrmed by trypan blue staining (Fig. 4).
The time-course response was further examined at 0.5% of
acetic acid in KATO III cells. Acetic acid treatment for only 1 min
induced 82.9% of cell death. When the treatment was extended
to 5 min, the cell death was 98.1%. When the treatment was
10–30 min, there was no or little cell survived (Fig. 5).
Cell mortality was examined in KATO III cells (human cancer
cells) versus RGK-1 cells (rat cancer cells) in response to acetic
acid at 0.1%, 0.3%, and 0.5%. Acetic acid at all these concentra-
tions induced higher cell mortality in KATO III cells than in
RGK-1 cells (Fig. 6).
The effect of acetic acid treatment was compared with ethanol
treatment in KATO III cells. Acetic acid at 0.5% for 10 min
induced 100% cell death, whereas ethanol at 5% for 10 min was
without effect (Fig. 7).
The effect of acetic acid on mesothelioma cells was examined
in ACC-MESO1 and MSTO-211H cells. Acetic acid at 0.5% for
10 min inhibited markedly the cell death in both cells (Fig. 8).
Discussion
The results of the present study, using ﬁve different cell lines,
demonstrate that acetic acid promptly induces the cell death in a
* *
* * * *
Figure 1 Cell death effects of hydrochloric acid at different concentra-
tions on RGK-1 and RGM-1 cells. Hydrochloric acid was applied to the
well for 10 min, which was washed with medium, and cell survival was
determined by MTT method 24 h later (n = 12). P < 0.01 versus control
(n = 12).
Figure 2 Cell death effects of acetic acid at different concentrations
on RGK-1 and RGM-1 cells. Acetic acid was applied to the well for
10 min, which was then washed with medium, and cell survival was
determined by the MTT method 24 h later (n = 12).
Figure 3 Cell death effects of acetic acid at different concentrations
on KATO III cells. Acetic acid was applied to the well for 10 min, which
was then washed with medium, and cell survival was determined by the
MTT method 24 h later (n = 6). Number in parenthesis on each
column = % cell death. **P < 0.001, *P < 0.01.
Acetic acid induces cell death S Okabe et al.
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常磁性 DMPO-OH を生成し [36]（図 10）、DMPO-OH は特徴的な 1 : 2 : 2 : 1
の 4 本線の ESR 信号を示すことが知られている（図 11） [37]。 
図 10 DMPO とヒドロキシラジカルの反応（参考文献：36 より引用） 
 














Fluorescein ; HPF や Aminophenyl Fluorescein ; APF が測定に有用である。
HPF、APF は強い活性を持つ活性酸素種と反応すると、強蛍光性化合物である
フルオレセイン（励起波長 490 nm、蛍光波長 515 nm）が生成し、蛍光が観測
できる（図 12）。 






1.6.1 RGM1 細胞 
RGM1 細胞は 1992 年に筑波大学消化器内科で樹立された細胞である [38]。生
後 4 週の Wister 系ラット胃粘膜細胞から採取され株化された。2 倍体の非形質




RGM1 細胞は胃粘膜上皮であることが示されている（図 13）。 
 







A : ×200, B,C : ×7200 
mv :微絨毛, n : 陥入核, sg : 分泌顆粒, mc:ミトコンドリア, j :細胞間接着構造 
20 







1.6.4 RGM-GFP 細胞 
胃粘膜正常細胞である RGM1 細胞に蛍光タンパク遺伝子である GFP を導入し
た細胞である（図 15）。 
 













































た RGK-KO 細胞を用いた。 
RGM1 および RGM-GFP 細胞を L- glutamine ( Life Technologies Japan, 
Ltd. ) を用いた Dulbecco’s modified Eagle’s medium ( DMEM ) / F12 培地中
で培養し、RGK1 および RGK-KO 細胞は L-glutamine を有しない DMEM / 
F12 ( Sigma-Aldrich Japan K.K., Tokyo, Japan ) 培地中で培養した。培養培
地は 10 % FBS ( Biowest LLC, Kansas, MO ) と 1 % penicillin/streptomycin 




Cell Counting Kit-8 および Diphenyl-1- pyrenylphosphine (DPPP) は
DOJINDO LABORATORIES ( Kumamoto, Japan ) より、anti-
monocarboxylate transporter 1 ( MCT1 ) antibodies は Alpha Diagnostic 
International, Inc. ( San Antonio, TX ) より、anti-caspase 9 antibodies は
Cell Signaling Technology, Inc. ( Danvers, MA ) より購入した。Radioisotope 
of [2-14C] - acetic acid sodium salt は American Radiolabeled Chemicals, Inc. 
( St. Louis, MO ) より購入した。Acetic acid、hydrochloric acid、N-Acetyl-L-
cysteine ( NAC ) は Wako Pure Chemical Industries, Ltd. ( Osaka, Japan ) 
より購入した。12 % Bis Tris gels は Life Technologies Japan, Ltd. ( Tokyo, 
Japan ) より、Can Get Signal reagents は TOYOBO Co., Ltd. ( Osaka, 
Japan ) より購入し、5,5-dimethyl-1- pyrroline-N-oxide ( DMPO ) は





細胞増殖試験は、Cell Counting Kit-8 を使用した。RGM1 または RGK1 細
胞を 96 穴プレート上で 24 時間、１穴あたり 1×104個の濃度で培養後、培地
を 0, 1, 2, 5, 10, 20 μM の酢酸を含む培地に交換し、37 ℃で 24 時間培養し
た。培養後、培地を 10 ％ Cell Counting Kit-8 試薬を含む培地と交換した。
37 ℃で 1 時間培養後、DTX 880 マルチモードマイクロプレートリーダー 
( Beckman Coulter, Inc., Brea, CA ) を用いて 450 nm の吸光度を測定した。 
 
2.2.4 RGM-GFP、RGK-KO 共培養系での実験 
正常細胞と癌細胞の蛍光を用いた共培養系 [38]を用いた。共培養皿は 31,250
個/cm2（各細胞型につき 15,625 個/cm2） で調整した。24 時間のインキュベー




2.2.5 RI ラベルした酢酸の取り込み実験 
放射性同位体標識酢酸（acetic acid [2-14C] sodium salt: RI 酢酸）を用いて酢
酸の細胞内取り込みを調べた。細胞を 6 穴プレート上で１穴あたり 1×105個
で播種し一晩培養した。その後培地を 5 μM の RI 酢酸を含む新鮮な培地と交
換し、37 ℃で 24 時間培養した。培養後、細胞を PBS で洗浄し、RIPA 緩衝
液を細胞溶解のために添加し、溶解物を液体シンチレーション液（Pico-Fluor 
40）を含むバイアルに集めた後、液体シンチレーションカウンター（LSC-




脂質化酸化は DPPP を用いて測定を行った。RGK1 細胞を 31,250 個/cm2の 4
チャンバースライド上で培養し、一晩インキュベートした。細胞を 50 μM の
NAC を含む 5 μM の酢酸または 5 μM の酢酸に 24 時間曝露した後、培地を
10 μM の DPPP を含む培地に交換した。15 分間インキュベート後、細胞を
24 
PBS で 2 回洗浄し、352 nm で励起し 380 nm の蛍光波長を測定した。 
 
2.2.7 Western blotting による MCT1 及び Caspase9 の発現測定 
各細胞からの 15 μl の細胞溶解液を NuPAGE LDS Sample buffer ( Life 
Technologies Japan, Ltd. ) を用いて調整し、70 ℃で 10 分間煮沸した。ポリ
アクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）のために、細胞溶解物を NuPAGE 
Novex 12 % Bis-Tris gels のウェルに充填した。gel を 200 V で 30 分電気泳動
させ、タンパク質を 2.0 mA/cm2で 60 分間電気泳動することによりポリフッ化
ビニリデン（PVDF）膜（Millipore Co., Burlington, MA）に転写した。サン
ドイッチイムノアッセイは Trans-Blot ( Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 
CA ）を用いた [41] [42]。PVDF 膜は 15 ml のブロッキング試薬（PVDF 
Blocking Reagent for Can Get Signal）でブロッキングを行い、1 次抗体とし
て抗ラット MCT-1 抗体（Alpha Diagnostic Intl. Inc., San Antonio, TX）及び
抗ラット Capase9 抗体（Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA）を
Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution 1 に加え、membrane
を溶液とともに 60 分間静置した。維持抗体溶液を吸引した後、membrane を
PBST ( PBS ; Wako + 0.1% Tween-20 ) 15 ml で 3 回洗浄した。2 次抗体とし
てホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）結合ウサギ IgG 抗体を Can 
Get Signal immunoreaction enhancer solution 2 に加え、60 分反応させた。
membrane を最終的に Lumina Forte Western HRP Substrate ( Millipore ) 
に浸し、Image Quant LAS 4000 ( GE Health Care Japan, Tokyo, Japan ) を
用いて発光を測定した。βアクチンをコントロールとして測定した。  
 
2.2.8 ESR による活性酸素測定 
生存細胞を用いて ESR ( Electron spin resonance ) によって細胞内活性酸素
を測定した [43]。細胞をコンフルエントになるまでスライドグラスで培養した
後、37 ℃、5 ％ CO2インキュベーター内で 60 分間 5 μM 酢酸含有培地で培
養した。そのスライドグラスを ESR 測定用組織グラス（Radical Research 
Inc., Tokyo, Japan）へ載せ、ESR 測定用溶液（5 mM succinic acid, 5 mM 
malic acid, 5 mM D-glutamic acid, and 5 mM NADH, 5.9 % v/v DMPO）80 
25 
μl を組織グラスに添加し、JEOL-TE X-band spectrometer ( JEOL, Tokyo, 
Japan ) を用いて ESR スペクトルを測定した。測定条件は 10 mW incident 
microwave power、0.1 mT modulation width、8 min sweep time、7.5 mT 
sweep width、0.1 s time contrast、333.5 mT center field、15 mT scan range
とした。測定データの解析は Win-Rad Radical Analyzer System ( Radical 
Research ) を用いた。 
 
2.2.9 統計解析 






酢酸に曝露させた RGM1 及び RGK1 細胞の生存率を測定した。2 または 5μ








下では、RGM-GFP および RGK-KO 細胞の細胞面積は時間とともに増加した
が、72 時間を超えると RGM-GFP の面積は減少した（図２B）。正常細胞/癌
細胞増殖比も経時的に減少した（図 2C）。対照的に、2 及び 5 μM の酢酸は癌
細胞の増殖を阻害したが、正常細胞は増殖を続けた（図 2D および E）。1 μM
未満の濃度で使用した場合、酢酸は劇的な効果は示さず、10 μM を超えると
48 時間以内に細胞死を引き起こした（図 2E）。正常細胞/癌細胞増殖比は、5 
μM 酢酸に曝露した後 120 時間で増加し、この増加は 2 μM または他の濃度







り約 3 倍大きかった（図 3）。さらに、MCT1 の発現は酢酸の曝露後に増加






活性酸素量は、生細胞を用いて ESR によって測定した。ESR シグナルの強度
は、酢酸曝露によって RGM1 および RGK1 両細胞において増加した（図 5）。
活性酸素量は RGM1 よりも RGK1 が多く、酢酸処理後にさらに増加を認めた
ことから、酢酸が細胞の活性酸素産生を誘導したことを示した。さらに、














RGM-GFP および RGK-KO 細胞の共培養において 5 μM の酢酸が癌選択的
細胞毒性を引き起こし、酢酸は RGM1 よりも RGK1 に有意に多く取り込ま
れ、酢酸曝露後の MCT1 発現は増加した。さらに酢酸は RGM1 および RGK1




私の研究室の以前の研究では、pH 3 または 4 の酸性条件でミトコンドリア機
能障害およびその後のアポトーシスを介して活性酸素の産生を誘導することを
報告した [44]。特筆すべきこととして、培地中の 0.1 %および 0.01 %酢酸はそ
れぞれ pH が 6.8 および 7.4 であったが、本研究で使用した 5 μM の酢酸は
0.01 %未満であり、溶液の pH は 7.4 を維持していた。したがって、酢酸の細
胞毒性効果は pH に依存しないことが示された。 
癌の代謝は酸素存在下においても嫌気性解糖を用いるとされており、これは

















細胞傷害を引き起こすことが本研究で示された。本研究では 5 μM の酢酸が





















図 1 酢酸による癌選択的な細胞毒性 
 
 *p<0.05, Error bars indicate SD (n=4) 
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図 3 酢酸の癌選択的な取り込み 
 
 *p<0.05, Error bars indicate SD (n=6) 
33 
図 4 酢酸曝露による MCT1 の発現亢進 
 
 *p<0.05, Error bars indicate SD (n=3) 
34 
図 5 酢酸による癌選択的活性酸素産生増加 
 
35 
図 6 酢酸曝露によるアポトーシス誘導 
 
 Error bars indicate SD (n=3) 
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なお本稿の第 2 章は別紙参考論文のように Journal of Clinical Biochemistry 
and Nutrition 誌に掲載されている[*]。 
 
[*] Terasaki M, Ito H, Kurokawa H, Tamura M, Okabe S, Matsui H, et al. 
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本学位論文では Journal of Clinical Biochemistry and Nutrition 2018 
Jul;63(1):36-41. doi: 10.3164/jcbn.17-49. に掲載された論文の内容を日本酸化
ストレス学会からの許可を得て再利用している。 
 
 
  
